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Впервые получена суспензионная культура клеток верблюжьей колючки Alhagi persarum Boiss.
et Buhse и исследованы ее ростовые характеристики при выращивании в различных системах (колбы и
барботажные биореакторы с рабочим объемом 15 л). Показано, что полученная культура характеризует-
ся достаточно интенсивным ростом (накопление сухой биомассы – 15–20 г/л, индекс роста – 11–16,
удельная скорость роста – 0.15 ± 0.01 сут-1), при этом ростовые характеристики при выращивании ис-
следуемой культуры в биореакторах незначительно отличались от таковых при выращивании в кол-
бах. Проведено предварительное изучение качественного состава вторичных метаболитов в биомас-
се данной культуры клеток, выращенной в колбах, с помощью ультраэффективной жидкостной
хроматографии, совмещенной с масс-спектрометрией (УЭЖХ ЭР МС). Показано наличие изофла-
вонов различных структурных групп: свободные изофлавоны (изомер афрормозина), глюкозиды изо-
флавонов (глюкозиды каликозина и формононетина) и ацилированные глюкозиды изофлавонов (ма-
лонил-глюкозиды каликозина, формононетина, генистеина и изомера афрормозина). Экстракты из
биомассы суспензионной культуры клеток A. рersarum, выращенной в колбах, были протестировны на
антимикробную активность. В качестве тест-культур использовали культуры Staphylococcus aureus
АТСС 25923 и Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853. Было показано, что экстракты проявляли специфи-
ческую антимикробную активность по отношению к S. aureus, однако не проявляли ее по отношению
к P. aeruginosa. Таким образом, полученная культура клеток A. persarum является перспективным объ-
ектом для дальнейшего изучения и потенциального использования в качестве альтернативного источ-
ника растительного сырья и характерных для данного вида биологически активных соединений.

Ключевые слова: культура клеток in vitro, суспензионная культура клеток, изофлавоны, антимик-
робная активность, эндемичные и редкие виды растений, Alhagi persarum Boiss. et Buhse
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ВВЕДЕНИЕ
Различные виды верблюжьей колючки Alhagi spp.

традиционно используются в восточной народной
медицине в составе лекарственных средств для ле-
чения ревматизма, бронхита, астмы, гастроэнтери-
та и язвы, заболеваний печени, мочевыводящих
путей и желчного пузыря [1–4]. Недавние in vivo и
in vitro исследования биологической активности
растений рода Alhagi spp. выявили антибактери-

альный, противогрибковый, антиоксидантный,
антипролиферативный и спазмолитический эф-
фекты [5–8]. Известно применение экстрактов
Alhagi spp. как косметических ингредиентов при
лечении гиперпигментации кожи. Кроме того,
растения рода Alhagi spp. представляют особый
интерес как потенциальный компонент функци-
ональных продуктов питания и кормов благодаря
высокому содержанию легко перевариваемого
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белка в сочетании с другими эссенциальными пи-
тательными элементами и минералами [9, 10]. Из
различных органов растений Alhagi spp. были выде-
лены и идентифицированы вторичные метаболиты,
относящиеся к различным классам природных со-
единений, а именно: фенольные соединения (фе-
нолкарбоновые кислоты, флавоноиды, проантоци-
анидины, ксантоны, кумарины, гидролизуемые
танины, дифениловые эфиры и нафтохиноны),
алкалоиды (арилэтиламины, производные пир-
рола, изохинолиновые алкалоиды), тритерпено-
вые соединения, сахара, витамины С, К и группы
В и некоторые другие [11]. Таким образом, расте-
ния данного рода представляют собой интересный
объект как для изучения биосинтеза биологиче-
ски активных вторичных метаболитов, так и для
более широкого использования в фармакологии
и ветеринарии.

В качестве объекта исследования использова-
ли эндемика Средней Азии верблюжью колючку
персидскую, А. persarum Boiss. et Buhse (принятое
название Alhagi maurorum Medik.), известную сво-
ими лекарственными свойствами и высоким со-
держанием биологически активных веществ, в
том числе флавоноидов [11]. В настоящей работе
исследовали возможность получения суспензи-
онной культуры клеток А. persarum в качестве аль-
тернативного источника растительного сырья и
характерных для этого вида биологически актив-
ных веществ.

Считается, что культивируемые in vitro клетки
высших растений обладают рядом преимуществ
при использовании как в фундаментальных, так и
в прикладных исследованиях в области физиоло-
гии и биохимии растений, цитологии, биоинжене-
рии [12]. Однако публикаций по получению и изу-
чению культур клеток и тканей Alhagi spp. сравни-
тельно немного. Определенную сложность при
анализе публикаций, посвященных верблюжьей ко-
лючке, представляет высокая степень ее полимор-
физма, и как следствие – разночтение в определе-
нии ее видовой принадлежности. Известен ряд си-
нонимов для вида Alhagi persarum Boiss. et Buhse,
включая A. camelorum Fisch.; A. pseudalhagi (M. Bieb.)
Fisch.; A. pseudalhagi subsp. persarum (Boiss. et Buhse)
Takht.; Hedysarum alhagi L.; H. pseudalhagi M. Bieb.;
A. maurorum Medik. subsp. maurorum; A. camelorum
var. spinis-elongatis Boiss. Разночтения видовой
принадлежности обусловлены наблюдаемыми
различиями по высоте, размеру плодов и характе-
ру ветвления побегов в зависимости от состава
почвы и климатических условий произрастания.

Согласно литературным данным, впервые куль-
тура тканей верблюжьей колючки с высокой регене-
ративной способностью была получена Bharal и
Rashid для A. сamelorum [13]. Позже был выполнен
ряд работ по микроклональному размножению,
получению каллусных культур клеток, культур

“бородатых” корней и регенерантов для других
видов, в частности A. graecorum [14]. В литературе,
однако, практически отсутствуют данные о подроб-
ном изучении соединений вторичного метаболизма
в культурах тканей и органов Alhagi spp. in vitro. В ча-
сти публикаций представлены данные только по
общему содержанию белков, фенольных соеди-
нений, липидов и аминокислот [14, 15].

Целью данной работы являлось получение
суспензионной культуры клеток верблюжьей ко-
лючки персидской, Alhagi persarum Boiss. et Buhse,
изучение ее ростовых характеристик при выращи-
вании в различных системах (колбах и биореакто-
рах), а также изучение содержания биологически
активных веществ и оценка антимикробной актив-
ности экстрактов полученной клеточной биомассы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение и выращивание суспензионной культуры
клеток. Суспензионная культура клеток А. persarum
Boiss. et Buhse (синоним Alhagi maurorum Medik.)
была получена из каллусной линии Ap1-207, ини-
циированной из гипокотиля стерильных про-
ростков in vitro этого вида [16].

Получение и выращивание суспензионной
культуры клеток проводили на среде с минераль-
ной основой по B5 [17] с добавлением сахарозы,
α-нафтилуксусной кислоты, 2,4-дихлорфенок-
сиуксусной кислоты и 6-бензиламинопурина.
Культивирование в колбах осуществляли в кли-
матической камере на орбитальном шейкере в
темноте при температуре 26–27°С, влажности
70–75% и скорости вращения 95–100 об/мин.
Используемые в работе колбы и инструменты
стерилизовали в течение 60 мин при 180°С в сухо-
жаровом шкафу.

Для аппаратурного выращивания использовали
барботажный соплоконусный ферментер (разра-
ботка Отдела биологии клетки и биотехнологии
РАН; точечное аэрирующее устройство; общий
объем – 20 л; рабочий объем – 15 л). Выбор типа
биореактора был основан на проведенных ранее
работах, в которых было показано, что наимень-
шее стрессовое воздействие на клетки оказывают
барботажные ферментеры V-типа, в которых пере-
мешивание суспензии осуществляется за счет пото-
ка стерильного воздуха, подаваемого в аппарат под
давлением [18, 19]. Концентрацию растворенного
кислорода (рО2) поддерживали на уровне 10–40%
от насыщения при отсутствии интенсивного пе-
нообразования. Для уменьшения отрицательного
воздействия перемешивания на начальных фазах
роста устанавливали минимальную скорость по-
тока воздуха по отсутствию седиментации клеток.
В период экспоненциального роста скорость уве-
личивали до максимально возможной, не приво-
дящей к разрушению клеток (степень поврежде-
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ния определяли микроскопически). Температуру
суспензии в аппарате поддерживали на уровне
26–27°С.

Цикл субкультивирования для суспензионной
культуры в колбах и в биореакторе составлял 14 сут.

Определение ростовых характеристик суспензи-
онной культуры клеток. Характеристику получен-
ной суспензионной культуры клеток проводили
путем измерения в процессе культивирования сле-
дующих основных параметров: содержание сухой и
сырой биомассы, жизнеспособность культуры [20].

Для определения содержания сырой биомассы
в литре среды, фиксированный объем суспензии
(не меньше 15 мл) фильтровали через бумажный
фильтр с помощью воронки Бюхнера под вакуу-
мом, промывали дистиллированной водой и взве-
шивали. Для определения содержания сухой био-
массы, биомассу высушивали до постоянного веса
в токе воздуха с температурой 40–50°С. Показате-
ли снимали в течение как минимум 20 сут с ин-
тервалом 2–3 сут. Для каждой временной точки
использовали три повторности (три колбы или
три пробы, отобранные из биореактора, n = 3).

Жизнеспособность культур клеток определяли,
используя прижизненный краситель феносафра-
нин (0.1% раствор) либо 0.025% синьку Эванса, пу-
тем подсчета живых (неокрашенных) и мертвых
(окрашенных) культивируемых единиц под микро-
скопом. Для каждой временной точки определе-
ние проводили в трех образцах, подсчитывая не
менее 200 клеточных агрегатов в каждом образце.

По полученным результатам рассчитывали ин-
декс роста (I) и удельную скорость роста в экспо-
ненциальной фазе (μ) по следующим формулам:

(1)
где Xmax − максимальное содержание сухой био-
массы в литре среды;
X0 – начальное содержание сухой биомассы в лит-
ре среды;

(2)
где X2 – содержание сухой биомассы в литре сре-
ды в момент времени t2;
X1 – содержание сухой биомассы в литре среды в
момент времени t1.

Фитохимический анализ биомассы суспензион-
ной культуры клеток. Для качественного анализа
вторичных метаболитов в биомассе суспензионной
культуры клеток A. persarum использовали ультра-
эффективную жидкостную хроматографию с масс-
спектрометрическим детектированием при иониза-
ции электрораспылением (УЭЖХ ЭР МС).

УЭЖХ ЭР МС анализ проводили на хроматогра-
фе Waters Acquity UPLC (Waters, США), оснащен-
ном гибридным квадрупольным времяпролетным
масс-спектрометром XEVO QTOF (Waters, США).

max 0 0( ) ,I X X X= −

2 1 2 1( ) ( )ln ln ,X X t tμ = − −

Анализ осуществляли в режиме детектирования
положительных и отрицательных ионов (диапазон
m/z 100–2000). Параметры источника ионизации:
температура источника ионизации – 120°С, тем-
пература десольвации – 250°С, напряжение на ка-
пилляре – 3.0 кВ, напряжение на конусе ввода
пробы – 30 В, скорость подачи азота (десольваци-
онный газ) – 600 л/ч.

Условия хроматографического разделения: ко-
лонка ACQUITY UPLC BEH Phenyl (50 × 2.1 мм,
1.7 мкм; Waters, Ирландия), температура колонки –
40°С, скорость потока подвижной фазы –
0.4 мл/мин. Компоненты подвижной фазы:
0.1% (v/v) раствор муравьиной кислоты в воде
(растворитель А) и 0.1% (v/v) раствор муравьиной
кислоты в ацетонитриле (растворитель Б). При
выполнении всех анализов использовали гради-
ентный режим элюирования. В процессе анали-
за состав подвижной фазы менялся следующим
образом (растворитель Б, v/v): 0–1 мин – 15%,
1–5 мин – 15 → 30%, 5–15 мин – 30 → 38%, 15–
15.5 мин – 38 → 45%, 15.5–23 мин – 45%, 23–
23.5 мин – 45 → 95%.

Навеску измельченного растительного материа-
ла (70 мг) экстрагировали 3 раза в 1 мл 70% (v/v) вод-
ного этилового спирта в течение 30 мин под дей-
ствием ультразвука (УЗВ-12, Сапфир, Россия),
после чего центрифугировали при 10000 об/мин в
течение 10 мин (Микроцентрифуга МЦФ, Россия)
и отбирали супернатант в грушевидную колбу. Объ-
единенные спиртовые экстракты упаривали под ва-
куумом (при температуре 40°C). Полученный
экстракт суспендировали в 1 мл 5% (v/v) раствора
уксусной кислоты в дистиллированной воде и на-
носили на патрон для твердофазной экстракции
(ТФЭ) Supelclean ENVI-18 (Supelco, США). Па-
трон промывали 3 мл 5% (v/v) раствора уксусной
кислоты в дистиллированной воде, аналиты смыва-
ли 3 мл этанола. Полученный раствор упаривали
под вакуумом при 40°C. Перед анализом экстракты
растворяли в 1 мл смеси ацетонитрила и воды (1 : 1,
v/v). Объем инжекции – 1 мкл.

Исследование антимикробной активности экс-
трактов из клеточной биомассы полученных суспен-
зионных культур клеток. Для работ по первичному
скринингу антимикробной активности использова-
ли образцы сухой клеточной биомассы суспензион-
ной культуры клеток A. persarum, выращиваемой в
колбах. Образцы биомассы отбирали на 14 сут куль-
тивирования и высушивали до постоянного веса
в токе воздуха при температуре 40–50°С.

Для получения экстракта в пробирку типа
Фалькон помещали навеску 400–600 мг сухой мас-
сы клеток и добавляли 7 мл 70% этилового спирта.
Экстрагировали в ультразвуковой ванне (УЗВ-12,
Сапфир, Россия; рабочая частота – 35 кГц) в те-
чение 30 мин при комнатной температуре. Цен-
трифугировали в течение 15 мин при 2700 об/мин
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на центрифуге ЦЛМН-P10-01 “Элекон” (Россия).
Упаренный остаток лиофильно высушивали, за-
тем разводили дистиллированной водой до 2%
прозрачного раствора.

Культуры Staphylococcus aureus АТСС 25923 и
Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 выращивали
на скошенном Триптиказо-соевом агаре (TSA,
Liofilchem, США) при 37°С в течение 24 ч, смывали
физиологическим раствором, доводя до концентра-
ции 1 × 109 по стандарту мутности МакФарланда.
Полученную суспензию объемом 100 мкл перено-
сили в пробирки типа Эппендорф с 2 мл Трипти-
казо-соевого бульона (TSB, Liofilchem, США).
Для культивирования S. aureus в TSB бульон добав-
ляли 0.1% Tween 80 (Liofilchem, США). Пробирки с
культурой инкубировали на термошейкере TS-10
(BioSan, Латвия) при температуре 37°С в течение
4 ч. Концентрацию выращенной биомассы в бу-
льоне измеряли c помощью фотометра OD600
(Implen, Германия) и сравнивали с калибровоч-
ной кривой для определения концентрации кле-
ток в бульоне. В качестве положительного кон-
троля использовали суспензию в концентрации
около 3 × 107 КОЕ/мл. Для получения отрица-
тельного контроля полученную суспензию про-
гревали при 100°С в течение 10 мин. Для получе-
ния суспензии смешанных клеток, состоящей из
50% живых и 50% предположительно нежизне-
способных клеток, смешивали в одинаковых до-
лях живые и мертвые клетки соответственно.

Для определения антимикробной активности
объектов исследования методом проточной цито-
метрии по отношению к S. aureus и P. aeruginosa,
10, 20 или 30 мкл приготовленного образца экс-
тракта смешивали соответственно с 90, 80 или
70 мкл культуры с начальной концентрацией кле-
ток 2.0 × 107 кл/мл для S. aureus и 2.8 × 107 кл/мл
для P. aeruginosa и тщательно перемешивали пи-
петированием. Для положительного контроля
вместо экстрактов биомассы добавляли соответ-
ственно 10, 20 или 30 мкл Триптиказо-соевого бу-
льона (TSB, Liofilchem, США). Образцы инкубиро-
вали в термостате при температуре 37°C в течение
3.5 и 20 ч.

Протокол анализа по истечении 3.5 часов ин-
кубирования образцов в термостате с использова-
нием набора реагентов LIVE/DEAD™ BacLight™
Bacterial Viability and Counting Kit (Thermo Fisher
Scientific, США) был следующим: 987 мкл 0.9%
раствора натрия хлорида смешивали с 1.5 мкл
готового раствора SYTO 9 и 1.5 мкл готового
раствора PI, тщательно перемешивали, добавля-
ли 10 мкл культуры, тщательно перемешивали,
инкубировали в темных светозащитных эппен-
дорфах (Axigen, США) в течение 15 мин, измеряли
популяции живых и мертвых клеток на проточном
цитометре Guava EasyCyte (MerkMillipore, США).

Протокол анализа по истечении 20 ч инкуби-
рования образцов в термостате с использованием
набора реагентов LIVE/DEAD™ BacLight™ Bacterial
Viability and Counting Kit (Thermo Fisher Scientific,
США) был следующим: 992 мкл 0.9% раствора на-
трия хлорида смешивали с 1.5 мкл готового раствора
SYTO 9 и 1.5 мкл готового раствора PI, тщательно
перемешивали, добавляли 5 мкл культуры, тща-
тельно перемешивали, инкубировали в темных све-
тозащитных эппендорфах (Axigen, США) в течение
15 мин, измеряли популяции живых и мертвых кле-
ток на проточном цитометре Guava EasyCyte
(MerkMillipore, США).

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов проводили по
стандартным методикам. На графиках и в таблицах
представлены средние арифметические значения и
стандартные отклонения из 3 биологических по-
вторностей (по 3 колбы или по 3 фиксированных
объема биологического материала на точку) для
каждого срока, пассажа и варианта культивирова-
ния. Стандартные отклонения менее 10% от вели-
чин средних значений на графиках не отображали.
Бары на диаграммах соответствуют максимальным
величинам доверительных интервалов при 95%-м
уровне вероятности по t-критерию Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение суспензионной культуры клеток

Для получения клеточной суспензии 300–400 мг
каллусной культуры помещали в колбы объемом
0.25 л с 25 мл жидкой питательной среды и куль-
тивировали на орбитальном шейкере при 95–
100 об/мин. Через 18–20 сут культивирования
осуществляли пересев надосадочной фракции
клеток, постепенно увеличивая степень разбавле-
ния от 1 : 2 до 1 : 8 (соотношение объема инокулята
к объему свежей питательной среды) и сокращая
цикл субкультивирования. В процессе получения
суспензионной культуры клеток наблюдали ин-
тенсивное образование мелкой надосадочной
фракции и быструю адаптацию культуры к новым
условиям выращивания. Спустя 3 мес. с момента
получения первичной клеточной суспензии
(5 циклов субкультивирования), длина цикла
субкультивирования составляла 14 сут при на-
чальной плотности посадки 0.8–1.0 г/л по сухой
массе клеток.

Динамика роста суспензионной культуры
клеток при выращивании в колбах

Изучение ростовых показателей полученной
суспензионной культуры клеток проводили при
стандартном периодическом выращивании в колбах
на качалке на 8 цикл субкультивирования после
получения. Для подтверждения стабильности по-
лученных результатов определение основных ро-
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стовых характеристик повторяли через полгода
(22 цикл субкультивирования). На основе полу-
ченных данных были построены кривые роста по
сырой и сухой массе и жизнеспособности в нор-
мальной и полулогарифмической системах коор-
динат (рис. 1, 2). Рассчитанные по полученным
данным основные ростовые показатели представ-
лены в табл. 1.

Исследуемая суспензионная культура клеток
по степени агрегированности характеризовалась
высоким уровнем гетерогенности, более 60%
приходилось на агрегаты размером более 50 кле-
ток. В течение первых 3 мес. субкультивирования
также встречались очень крупные жизнеспособ-

ные агрегаты диаметром 2.5–5.0 мм. Количество
жизнеспособных единичных клеток и мелких аг-
регатов (до 5 клеток) было незначительно.
Агрегаты были представлены двумя типами кле-
ток – меристемоидными и паренхимоподобны-
ми. Причем число последних увеличивалось к
концу стационарной фазы цикла субкультивиро-
вания во всех вариантах. Форма агрегатов была
преимущественно округлая.

Для исследуемой культуры (при контрольной
начальной плотности посадки около 0.9–1.2 г/л
по сухой биомассе клеток) цикл субкультивиро-

Рис. 1. Динамика роста суспензионной культуры кле-
ток A. persarum при выращивании в колбах объемом
250 мл (8 цикл субкультивирования): а – линейная
система координат; б – полулогарифмическая систе-
ма координат. 1 – сухая масса клеток; 2 – сырая масса
клеток; 3 – жизнеспособность.
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Рис. 2. Динамика роста суспензионной культуры кле-
ток A. persarum при выращивании в колбах объемом
250 мл (22 цикл субкультивирования): а – линейная
система координат; б – полулогарифмическая систе-
ма координат. 1 – сухая масса клеток; 2 – сырая масса
клеток; 3 – жизнеспособность.
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Таблица 1. Ростовые показатели суспензионной культуры клеток A. persarum при выращивании в различных си-
стемах

Примечание: Mmax_dw – максимальное значение накопления биомассы клеток по сухому весу; v – жизнеспособность клеток;
μ – удельная скорость роста; I – индекс роста.

Культура Mmax_dw, г/л v, % μdw, сут–1 Idw

К
ол

бы 8 цикл субкультивирования 15.25 ±1.53 87.5 ± 4.22 0.15 ± 0.01 11.38 ± 0.40

22 цикл субкультивирования 20.05 ± 2.12 75.1 ± 2.03 0.15 ± 0.01 15.85 ± 0.87

Биореакторы 13.71 ± 1.84 74.1 ± 2.16 0.12 ± 0.01 8.72 ± 0.72
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вания при определении ростовых характеристик
составлял 20 и 26 сут на 8 и 22 циклы субкульти-
вирования соответственно. Продолжительность
лаг-фазы роста находилась в пределах 1–2 и 4–5 сут
соответственно, фаза экспоненциального роста
составила 9 – 10 сут для обоих вариантов. Стацио-
нарная фаза наступала на 14–16-е сут, фазу дегра-
дации удалось зафиксировать только для 22 цикла
субкультивирования, начиная с 17 сут.

Следует отметить изменение характера росто-
вой кривой и некоторое повышение ростовых
характеристик за 14 циклов выращивания куль-
туры, в частности, увеличение на 20–25% индек-
са роста и уровня накопления биомассы клеток.
Кроме того, к 22 циклу культивирования в куль-
туре практически исчезли крупные агрегаты с
диаметром 3 мм и более.

Аппаратное культивирование суспензионной 
культуры клеток в периодическом режиме

С целью определения возможности аппаратного
выращивания полученной суспензионной культуры
клеток, было проведено периодическое культивиро-
вание в лабораторном барботажном биореакторе с
рабочим объемом 15 л. Ростовые характеристики
культуры при выращивании в биореакторах пред-
ставлены в табл. 1 и на рис. 3.

Из полученных результатов следует, что об-
щий характер роста исследуемой культуры клеток
в аппарате данного типа при периодическом ре-
жиме был в целом сходен с характером ее роста в
колбах. К концу цикла субкультивирования (на
16 сут) наблюдали некоторое снижение жизне-
способности клеток (в среднем до 74%), степени
агрегированности и уровня максимального на-
копления клеточной биомассы (13.71 г/л по сухой
массе клеток).

Изучение качественного состава вторичных 
метаболитов в полученной культуре клеток

С помощью УЭЖХ ЭР МС был проведен фи-
тохимический анализ биомассы суспензионной
культуры клеток A. persarum. УЭЖХ ЭР МС про-
водили в режиме детектирования положительно-
заряженных ионов, поскольку в этом режиме при
электрораспылительной ионизации для многих
природных соединений часто наблюдается фраг-
ментация (с образованием характеристических
осколочных ионов) уже в источнике ионизации
[21]. Это позволяет проводить достаточно быст-
рую структурную идентификацию метаболитов
при ограниченном числе хроматографических
разделений. Структурную идентификацию соеди-
нений проводили на основании расшифровки ре-
зультатов масс-спектрометрии (фрагментации про-
тонированных молекул в источнике ионизации),
анализа относительного хроматографического

поведения соединений и сопоставления этих ре-
зультатов с данными литературы [22–24].

Результаты УЭЖХ ЭР МС идентификации
вторичных метаболитов в экстракте из биомассы
суспензионной культуры клеток A. persarum, выра-
щенной в колбах (12 сут культивирования, конец
экспоненциальной фазы роста, начало стационар-
ной фазы), представлены в табл. 2. Установлено, что
в биомассе даннной культуры клеток присутствуют
изофлавоны нескольких структурных типов: сво-
бодные изофлавоны (изомер метилированного
изофлавона афрормозина), глюкозиды изофлаво-
нов (глюкозиды каликозина и формононетина) и
ацилированные (малонилированные) глюкозиды
изофлавонов (малонил-глюкозиды каликозина,
формононетина, генистеина и изомера афрормо-
зина).

Исследование антимикробной активности 
экстрактов из клеточной биомассы полученных 

суспензионных культур клеток

Для проведения анализа на антимикробную
активность комплексных экстрактов биомассы
культур клеток A. рersarum использовали проточ-
ную цитометрию. К культурам клеток патогенов
Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Pseudomonas
aeruginosa АТСС 27853 добавляли экстракты
A. рersarum и инкубировали 3.5 и 20 ч. После соот-
ветствующей обработки (см. выше описание ме-
тодики), измеряли популяции живых и мертвых
клеток на проточном цитометре.

Результаты исследования антимикробной актив-
ности образцов экстрактов по отношению к S. aureus
и P. aeruginosa после 3.5 ч инкубирования приве-
дены соответственно в табл. 3 и 4. Ингибирую-
щий эффект по отношению к S. aureus наблюдали
уже при добавлении 10 мкл экстракта, при этом
эффект усиливался с повышением дозы экстракта

Рис. 3. Динамика роста суспензионной культуры кле-
ток A. persarum при выращивании в 20 л барботажном
биореакторе (линейная система координат). 1 – сухая
масса клеток; 2 – сырая масса клеток; 3 – жизнеспо-
собность.
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Таблица 2. Результаты УЭЖХ ЭР МС анализа (регистрация положительных ионов) экстракта из биомассы сус-
пензионной культуры клеток A. persarum (линия Ap1-207sus, 12 сут выращивания в колбах)

Примечание: * – время удерживания на хроматографической колонке, мин; ** – данные масс-спектров (указаны значения
m/z для обнаруженных ионов). Обозначения: Glc – остаток глюкопиранозы; Mal – остаток малоновой кислоты.

tR, мин*
Масс-спектры, m/z**

Результаты идентификации
[M+H]+ [M+Na]+ [Агликон+H]+

2.04 447.1 469.1 285.1 Каликозин-7-O-Glc
2.81 533.1 555.1 285.1 Каликозин-7-O-Glc-O-Mal
3.32 431.1 453.1 269.1 Формононетин-7-O-Glc
3.54 549.1 571.1 301.1 Изомер диметоксиптерокарпана-3-O-Glc-O-Mal
4.19 517.1 539.1 269.1 Формононетин-7-O-Glc-O-Mal
4.68 547.1 569.1 299.1 Изомер афрормозина-7-O-Glc-O-Mal
5.03 519.1 541.1 271.1 Генистеин-7-O-Glc-O-Mal
5.49 299.1 321.1 – Изомер афрормозина

Таблица 3. Результаты исследования антимикробной активности образцов экстрактов по отношению к Staphylo-
coccus aureus после 3.5 часов инкубирования

Примечание: k+ – положительный контроль.

№
Всего Живые Мертвые Живые клетки,

% к k + (жив)
Мертвые клетки,
% от всего клетокКл × 107/мл

10 мкл

k+ 16.96 16.90 0.06 – 0.36

+ A. рersarum

1. 6.79 ± 0.32 6.29 ± 0.32 0.46 ± 0.07 37.23 ± 1.92 6.92 ± 1.06

20 мкл

k+ 16.08 15.92 0.16 – 1.01

+ A. рersarum

2. 5.55 ± 0.11 4.90 ± 0.09 0.65 ± 0.04 30.78 ± 0.74 11.77 ± 0.58

30 мкл

k+ 14.47 14.14 0.33 – 2.31

+ A. рersarum

3. 4.43 ± 0.17 3.80 ± 0.18 0.63 ± 0.05 26.89 ± 1.34 14.19 ± 1.20

Таблица 4. Результаты исследования антимикробной активности образцов экстрактов по отношению к Pseudo-
monas aeruginosa после 3.5 часов инкубирования

Примечание: k+ – положительный контроль.

№
Всего Живые Мертвые Живые клетки,

% к k+ (жив)
Мертвые клетки,
% от всего клетоккл × 107/мл

30 мкл

k+ 12.06 11.92 0.14 – 1.19

+ A. рersarum

1. 11.02 ± 0.55 10.92 ± 0.95 0.10 ± 0.03 91.64 ± 4.62 0.94 ± 0.32
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до 20 и 30 мкл (табл. 3). В то же время наблюдали
отсутствие подавляющей активности в отноше-
нии P. aeruginosa даже после добавления 30 мкл
экстракта (табл. 4). Исходя из этого, на долго-
срочное инкубирование (20 ч) были оставлены
только смеси экстрактов с S. aureus. Как видно из
данных (табл. 5), антимикробная активность по
отношению к S. aureus сохранилась после долго-
срочного инкубирования. При этом, как и при 3.5 ч
инкубирования, с повышением концентрации экс-
тракта происходило усиление ингибиторной актив-
ности. Однако полного подавления роста бакте-
риальной культуры не наблюдали ни в одном ва-
рианте.

ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведенной работы впервые была
получена суспензионная культура клеток A. persa-
rum и был проведен комплексный анализ ее ро-
стовых показателей при выращивании в различных
системах. Полученные результаты позволяют за-
ключить, что полученная линия суспензионной
культуры клеток A. persarum характеризуется ин-
тенсивным ростом. При этом основные ростовые
характеристики при выращивании исследуемой
культуры в биореакторах незначительно отлича-
лись от таковых при выращивании в колбах, что в
перспективе делает возможным дальнейшее мас-
штабирование процесса культивирования до био-
реакторов большего объема [18, 19]. Индекс роста,
а также распределение и длительность ростовых

фаз в цикле культивирования A. persarum в целом
сходны с исследованными ранее суспензионны-
ми культурами клеток других видов, например,
Polyscias filicifolia (C. Moore ex E. Fourn.) L.H. Bai-
ley и Dioscorea deltoidea Wall. [18, 19], однако для
культуры A. persarum характерны более высокие
показатели накопления сухого и сырого веса.

Показано, что в культивируемых in vitro клет-
ках сохраняется способность к образованию вто-
ричных метаболитов. С использованием УЭЖХ ЭР
МС установлено, что обнаруженные соединения
относятся к группе изофлавонов. Это соответствует
данным, полученным ранее для каллусных культур
клеток [16]. Вторичные метаболиты, обнаружен-
ные в культуре клеток A. persarum широко распро-
странены среди растений семейства Fabaceae [25].
Однако у представителей рода Alhagi spp. изофла-
воны встречаются сравнительно редко [15, 23]. В
частности, в доступной литературе практически
отсутствуют данные о наличии малонилирован-
ных гликозидов изофлавонов у растений Alhagi spp.
Следует подчеркнуть, что в настоящей работе
идентификация соединений выполнена на осно-
ве исключительно данных масс-спектрометрии.
Для более строгого структурного описания обна-
руженных соединений требуются дополнитель-
ные исследования.

Был проведен первичный скрининг антимик-
робной активности комплексных экстрактов из
клеточной биомассы полученной суспензионной
культуры клеток A. рersarum с использованием
тест-систем культур клеток золотистого стафило-

Таблица 5. Результаты исследования антимикробной активности образцов экстрактов по отношению к Staphylo-
coccus aureus после 20 ч инкубирования

Примечание: k+ – положительный контроль

№
Всего Живые Мертвые Живые клетки,

% к k+ (жив)
Мертвые клетки,
% от всего клетоккл × 107/мл

10 мкл

k+ 18.80 18.02 0.78 – 4.15

+ A. рersarum

1. 10.83 ± 0.16 9.90 ± 0.10 0.93 ± 0.90 54.94 ± 0.94 8.55 ± 0.70

20 мкл

k+ 19.75 18.93 0.82 – 4.16

+ A. рersarum

2. 5.31 ± 0.52 4.21 ± 0.53 1.10 ± 0.02 22.24 ± 2.82 20.76 ± 2.37

30 мкл

k+ 19.72 18.81 0.91 – 4.61

+ A. рersarum

3. 3.96 ± 0.23 2.35 ± 0.08 1.61 ± 0.28 12.49 ± 0.44 40.45 ± 5.00
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кокка Staphylococcus aureus АТСС 25923 и сине-
гнойной палочки Pseudomonas aeruginosa АТСС
27853. S. aureus остается одним из важнейших
возбудителей инфекций человека, вызывая ши-
рокий спектр заболеваний: от легких и средней
тяжести поражений кожи и мягких тканей до
угрожающих жизни пневмонии, сепсиса, септи-
копиемии и синдрома токсического шока [26].
P. aeruginosa – основной возбудитель псевдомонад-
ных инфекций у человека и может входить в состав
его нормальной микрофлоры. Она легко приспо-
сабливается к большинству антибиотиков, устой-
чива даже к очень высоким их концентрациям.
Целый ряд особенностей позволяет синегнойной
палочке также лидировать по частоте возникно-
вения и внутрибольничных инфекций [27].

В процессе поиска новых и совершенствова-
ния уже имеющихся средств подавления данных
возбудителей исследователи все чаще обращают-
ся к препаратам на растительной основе, а изоля-
ты патогенов используются как тест-системы для
определения антимикробной активности экс-
трактов лекарственных растений [28, 29]. Показа-
но, что эффективность последних в качестве анти-
микробных средств может быть видоспецифична.
Например, из препаратов 12 лекарственных рас-
тений только экстракты Dacryodes edulis, Occimum
gratissimum, Commelina erecta и Spilanthes filicaulis
проявляли ингибирующую активность в отноше-
нии как минимум 6 из 11 клинических изолятов
S. aureus [29]. Метанольный экстракт (1%) ризома
Berginia ciliate ингибировал формирование биоплен-
ки у P. aeruginosa (PAO1) более чем на 80% по срав-
нению с контролем, причем наблюдали положи-
тельную корреляцию ингибирующего эффекта и
содержания в экстракте флавоноидов [30]. В на-
шей работе в результате проведенного первичного
скрининга было показано, что экстракты культуры
клеток A. persarum проявляли специфическую по-
давляющую активность к S. aureus, однако не
проявляли ее по отношению к P. aeruginosa. Это
может быть связано со специфичностью действия
данного вида растений по отношению к грампо-
ложительным (S. aureus) микроорганизмам. Од-
нако для подтверждения или опровержения этой
теории и для получения более выраженного эф-
фекта необходимы дальнейшие исследования, в
частности – по подбору минимальных ингибиру-
ющих концентраций экстрактов культур клеток.

Исследования по получению культуры клеток,
выращиванию в колбах, анализу вторичных соеди-
нений и антимикробной активности выполнены
при поддержке Российского фонда фундаменталь-
ных исследований (договор № 18-54-06021 (Аз_а)).
Работы по культивированию культуры клеток в
биореакторах выполнены при поддержке Мега-
гранта Правительства Российской Федерации
(соглашение № 075-15-2019-1882). Все работы
были проведены с использованием оборудования

Уникальных научных установок “Опытный био-
технологический комплекс” и “Всероссийская
коллекция культур клеток высших растений” на
базе Федерального государственного бюджетно-
го учреждения науки Института физиологии
растений им. К.А. Тимирязева Российской ака-
демии наук (УНУ ОБК ИФР РАН и УНУ ВРККК
ВР ИФР РАН).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследования.
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